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論文内容要旨
                研究目的
 光回復酵素は, 紫外線によって生じる DNA 損傷を修復する。 光回復は, 広範な生物に保存さ
 れて存在するが, ヒトを含む有胎盤哺乳動物では, その存在は否定的である。 ところが, 二つの
 ヒト光回復酵素遺伝子ホモログhCRY1 と hCRY2 が, 筆者等や他の グループによって単離され
 た。 しかし, どちらのhCRY 蛋白質も光回復酵素活性を示さないため, 未知な機能を持つと推
 測される。 その機能の探求を目的として, マウスよりそれぞれのホモログ (mCRY1, mCRY2)
 を単離し, 遺伝子産物の細胞内局在と生化学的性状の解析, 及び遺伝子破壊によるマウス表現型
 の解析を行った。
                硯究結果
 mCRYl と mCRY2 は相互に 75%という高いアミノ酸相同性を示 し, 光回復酵素ファミリー
 の中の (6-4) 光回復酵素にとりわけよく似た一次構造を示した。 mCRY1 と mCRY2 の cDNA
 をプローブと し, ノーザン解析を行う と, 各種組織で構成的に発現 していることが分かった。 ま
 た, これらの発現パターンは, ヒトの CRY1, CRY2 のそれとも類似していた。
 それぞれの蛋白質の細胞内局在を検討するために, mCRY1 とmCRY2 それぞれを特異的に認
 識する抗体を用いて免疫染色を行った。 mCRY1 抗体は主に核を染色 し, 細胞質にも若干のシグ
 ナルが認められた。 mCRY2 抗体 は核と細胞質を強く 染色した。 分画 したマウス肝臓細胞抽出液
 を用いたウェスタ ン解析が, これらの結果と一致したことから, CRY1 と CRY2 は核と細胞質
 に存在することが分かった。
 mCRY1 とmCRY2 は, DNA修復酵素である光回復酵素と高い相同性を持つことか ら, DNA
 に結合する能力があるのではないかと考え, DNAセルロースカラムを用いて, それぞれの蛋白
 質の DNA 結合活性を調べた。 その結果, mCRY1 は ssDNA と dsDNA に結合した。 mCRY1 組
 み換え蛋白質も dsDNA への親和性を示すことから, DNA への結合活性は CRY1 蛋白質そのも
 のの性質と考えられる。 また, mCRY2 もdsDNA と ssDNA に親和性を示した。
 次に, mCRYl と mCRY2 欠損マウスを作成するため, それぞれのゲノム領域を単離して, 核
 酸配列の決定と詳細な制限酵素地図を作成 した。 これをもとに遺伝子破壊を行って得られたノッ
 クアウトマウスは, 正常に成育し, 紫外線感受性などの DNA 修復異常は示さなかった。 しか し,
 それぞれのノ ックアウトマウスは, 常暗状態に移行 した際, 行動の概日リズムに異常を示した。
 さらに, CRYl, CRY2 二重ノックアウトマウスでは概日リズムが完全に失われ, 常暗条件下で
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 は, 常に行動を起こすことが示された。 このことからCRY1, CRY2 は, 動物の概日リズムを生
 み出す重要な時計遺伝子であることが明 らかとなった。
              研究の意義・独創的な点
 生物時計という細胞や個体 レベルの行動を説明するには, 個々の時計因子の同定とその機能の
 解明が不可欠である。 哺乳類の光回復酵素ホモログ CRYl/CRY2 は, これまで機能が全く未知
 であったが, 本研究により生物の概日リズムに関わる新たな因子であることをつきとめた。 さら
 に結果ではCRYl, CRY2 の細胞内局在や DNA 結合能といった特徴を捉えた。 従って, 本研究
 は, 他の時計因子との相互作用や遺伝子の発現制御な どの生物時計の分子メカニ ズムの解明に向
 けて重要なデータを提供するものである。
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 審査結果の要旨
 この論文は, 紫外線による DNA 損傷を修復する光回復酵素の哺乳動物ホモローダ遺伝子をヒ
 トとマウスから単離 し, その遺伝子産物の機能を解明した事を述べている。 これまでに, ヒトや
 マウスの光回復酵素はその存在が疑われていたが, 論文提出者は, まずヒトデータベースから光
 回復酵素ホモローダ遺伝子 (hCry1) を単離し, その配列を決定 し, 遺伝子発現の解析を行い,
 この遺伝子が調べた全ての臓器で発現 していることを明らかにした。 その遺伝子は有袋哺乳動物
 由来の光回復酵素遺伝子とは進化的に離れていて, 微生物の遺伝子や植物の青色光受容体により
 近いことが分かった。 論文提出者は, さらにマウスの光回復酵素ホモローダ遺伝子 mCry1 及び
 mCry2 の cDNA をヒ ト遺伝子との相同性から単離した。 これ らの遺伝子産物に対する抗体を作
 成してその細胞内局在や, 蛋白の DNA 結合性な どを明らかにした。 これらの実験でこの光回復
 酵素ホモロー グが DNA 修復とは異なった機能を果た しているのではないかという示唆を得て,
 その機能を個体 レベルで明らかにするために, これらの遺伝子の欠損マウスを作成する必要が出
 てきた。 そこで, 論文提出者はこれらのマウス遺伝子のゲノム断片を PCR により単離 し, 遺伝
 子を破壊するための DNA を構築した。 PCR によるゲノム DNA の単離とゲノ ムマップの作成を
 行い, それに基ずいてノックアウ トマウス作成のための DNA の構築を行なった。 オランダの研
 究室との共同研究で作られた Cry 遺伝子のノックアウ トマウスは, 日周 (サーカディア ン) リ
 ズム に異常があ り, マウスの行動の恒暗条件での日周リズムは Cry1一/一 マウスでは1日当たり
 正常マウスよりおよそ1時間短 く, Cry2'/一 ではおよそ1時間長くなることが分かった。 ところ
 が更に興味深いことに, 両遺伝子を欠くマウスは, 恒暗条件に置くと直ちにランダムに行動を始
 め, このマウスの体内時計は損なわれていて, 少なくとも Cry 遺伝子の一つは哺乳動物の日周
 リズムの維持に必須であることが判った。 このように恒暗条件に移すと直ちに日周リズムを失う
 マウスはこれまでに発表されたことがな く, 生体内分子時計の研究に新 しい展開をもたらした。
 これらの発見に論文提出者の貢献は大きい。 博士論文は, hCry1, mCry1, mCry2 の cDNA の
 単離, mCry1, mCry2 のゲノム DNAの単離, それぞれの遺伝子の発現, 蛋白の性質の解析と,
 ノックアウ トマウスの表現形, 進化的考察をのべたもので, 優れた博士論文である。
 一428 一
